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Summary: It hasbeen thought that the pathogenesis of anemia in patients with 
chronic renal failure may be largely due to erythropoietin (EPO) deficiency. But recently 
there have been reports that uremic inhibitors may suppress the activity of EPO and reduce 
the maturation of erythropoiesis. 
Polyamine is well known to be involved in the regulation of cellular proliferation and 
differentiation. The serum levels of polyamine are elevated in chronic hemodialytic 
patients， and lowered immediately by hemodialysis. 
In this study the author first measured polyamine level (putrescine， spermidine， sper-
mine) by high performance liquid chromatography (HPLC) in 20 chronic hemodialytic 
patients， and investigated the effect of polyamine on the erythropoiesis. Secondly， each 
polyamine is added directly to the medium of fetal mouse liver cel culture plates in order 
to comfirm the direct inhibitory effect on the growth of CFU-E in the presence of recom-
binant human EPO (r-huEPO). 
Each polyamine level in chronic hemodialytic patients was higher than normal， and 
there was significant negative correlation between polyamine and erythropoietic activity 
designed by CFU-E/log EPO. In the in vitro study， the growth of CFU-E under r-huEPO 
was substantially suppressed by polyamine in the manner of dose response. 
These results suggest the conclusion that polyamine had an inhibitory effect on the 
proliferation or maturation of erythroid precursor cells and was intimately involved in the 
pathogenesis of the anemia in chronic hemodialytic patients. 
However further study should be done for ful interpretation ofits clinical importance 
in anemia associated with hemodialytic patient. 
Index Terms 
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高い傾向が認められる 13)のに対し， fetal mouse liv巴r















する polyamin巴の影響を実証するために， 1) RIA法に
より EPO抗原蛋白量を確認した上で，同一検体(血疑〉




putrescine， sp巴rmidin巴， spermineの各 polyamineを











合計 20例で，年齢は 11歳より 69歳，平均 46.3:tl4.2歳，






heparin -added Blood 
centrifuge (500 x g， 20min ←「
↓ I 2 times 
RBC (remove serum) 一一一---1
1+什叫叫刊3-f凶山白削O叶仙lds山
RBC 500μl十 H，O500μ1 + Triton X-100 
↓ 
+ 10% TCA 2ml 
↓ 
centrifuge (2，000 x g， 15min) 
supernatant precipitation十 5%TCA 1ml 
centrifuge (2，000 x g， 15min) 
precipitation 
dried up by rotary -evaporator 
residuum十 H，O500μl 
HPLC 
Fig. 1. Method for determination of polyamin巴 in
erythrocyte 
維持血液透析患者におけるエリスロポエチン活性
第 2報 CFU-E由来コロニー形成能に対するポリアミ γの影響 (11 ) 
で 2回洗浄し，充填赤血球を作成した.赤血球 能に対する r-huEPOの影響:培地上に加えられた r-
polyamine試料は，充填赤血球 500μlに蒸留水 500μ1， huEPOの濃度に依存してコロニー数は増加し，片対数図
Triton-X一滴にて完全溶血させ，ついでトリグロノレ酢 上で， r=0.994 (p<0.0005)の有意な標準曲線が得られ
酸を加え，十分に除蛋白後，得られた上清をエチノレエー た (Fig.3).
テノレで洗浄しロータリーエパポレーターを用いて蒸発乾 3) 維持血液透析患者における RIA法による血中 EPO
固した後得られた試料を HPLCにて測定した. HPLC 濃度:20症例における EPO濃度は 7.5mU/mlより 59
装置は，高圧溶媒ポンプ 2台 (HCC803 D， CCPD，東洋 OmU/ml，平均 18.2:t13.14mU/mlであり，前報〔第 l
ソーダ)，オートサンプラー (AS8000，東洋ソーダ)， 報〉と同様に健常群に比較して有意差を認めなかった
polyamine分析用充填カラム (TSK-Gel-aminopak，東 (Fig.4). 
洋ソーダ)，カラム用恒温装置(CO-8，東洋ソーダ)，蛍 4) 維持血液透析患者血清によるコロニー形成能・同症
光検出器 (FS-8000，東洋ソーダ)，データ処理用コンピ 例の血清による CFU-E系によるムコロニー数は 50.8
ュータ (CP-8000，東洋ソーダ〉で構成した.オートサン 個より 80.8個，平均 68.7:t8.79個で健常群に比較して有
プラーにより試料 20μlを HPLCに注入し，溶離液とし 意、に低下していた (Fig.5).
てクエン酸緩衝液(pH5.3)，流速は 0.5ml/min，カラム 5) 維持血液透析患者における polyamine濃度と造血
温度 55'Cで溶離した.測定にはオノレトフタノレアノレデヒド 能の関係:コロニー数と EPO濃度の関係は，その標準
試薬による蛍光反応を用い励起波長 340nmより 470 曲線より単位 EPO濃度ClogEPO)あたりの形成コロニ
nmで検出した.赤血球中ポリアミン値は nmol/mlすな ー数，すなわち形成コロニー数/logEPOをeryth-
わち単位充填赤血球容積中の nmolで表現した.
Fetal mouse liver cell assay法:f巴talmouse liver 
cellを用いた invitro bioassay法による colony形成能
測定の操作概略は，前報(第 l報〉のごとく，培地上に
維持血液透析患者血清を混和し fetalmouse liver cell 
を分注し，臨床例による CFU-E由来コロニー形成能を

















25.6士11.4nmol/ml， sp巴rnimeが 6.57士3.87nmol/ml 
であり，各 Polyamin巴において，正常値よりそれぞれ，
4.1倍， 2.8倍， 1.2倍と高値を示した (Fig.2).




n=20 . n~20 




Fig 2.Levels f Spermme 
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Fig目 3.log EPO dose-r巴sponsestandard curve. 
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ropOleSlSの指標とすると，各 Polyamine濃 度 と は
putrescine: rニ -0.432，spermidine: r= -0.513， sper. 




6) Fetal mouse liver cel自体に対する polyamineの 100 
直接的影響:fetal mouse liver cellの培地に直接各 n=20 
polyamineをそれぞれ O.Olnmol/ml，0.1 nmol/ml， 1.0 
nmol/ml加えた場合は， polyamineを加えないコントロ
ーノレに比較してその減少率は putrescineで-0.90%，-
2.59 %， -1.94 %， spermidineで 0.90%， -1.55 %， -
2.59 %， sp巴rmineで-0.45%， -0.26 %， -0.94 %と各
polyamineでほとんど有意な抑制jは認められなかった
(Fig.9). 
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Fig. 6. CFU-E-d巴rivedcolonies/log EPO in rela. 
tion to putrescine in erythrocyte. 
維持血液透析患者におけるエリスロポエチン活性
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Fig. 7. CFU-E-derived colonies/log EPO in rela. 
















Fig. 8. CFU-E-derived colonies/log EPO in rela目

































Fig. 9. Effect of polyamine on erythroid colony formation without 
EPO. 
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e.Col口nies
(/3X 10') 仁二コ Control
~ 0.01 nmol/ml 





156 313 1250 
Fig. 10. Effect of putrescine on erythroid colony formation in medium 
with EPO. 
e.Colonies 
(/3x 10') 仁コ Contr'ol
~ 0.01円mol/ml






Fig. 1. Effect of spermidine on 巴rythroid colony formation in 





されている.しかし 1988年の腎臓学会において取り上げ 抑制作用を確認した.これまで種々の uremictoxinesが
られたごとく phasestudyの治験例の検討が進むにとも 確認され，維持血液透析患者における貧血に対する
ない治療効果の個人差が認められ無効例は皆無に近いも uremic toxinesの影響も報告されている2)1巾 6)
のの投与初期より lowresponseの症例あるいは治療途 Polyamineもその一つで， spermmeとその precursor




より測定される血竣EPO坑原蛋白量と CFU-E由来コ いる 19)20)26)27)28)
ロニー形成に反映される生理学的活性値とは必ずしも Radtke26)らは尿毒症患者の血清より Bio-G巴lにより
致せず， EPO活性発現に対する ur巴mictoxinesによる 分離した fractionのー部が健常者に比較し有意に上昇
維持血液透析患者におけるェリスロポエチン活性
第2報ー CFU-E由来コロニー形成能に対するポリアミンの影響 (15 ) 
L1Colon;es 
(/3x10') 亡コ Control
~ 0.01 nmo l/ml 





156 313 1250 




仁コ Creatinine Omg/dl 
~ Creatinine 1mg/dl 




156 313 1250 (mU/m1) 
Fig. 13. Effect of creatinine on erythroid colony 
formation in medium with EPO. 
EPO 
(mU/ml) 
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し，その fractionがpolyamineであることを確認した

































ず，今回 invitro実験系での結果も培地中の fetalcalf 
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